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O estresse é um fator importante para o desenvolvimento de depressão maior. No 
entanto, nem todos os indivíduos submetidos a estresse intenso se tornam deprimidos. 
Estes são chamados resilientes. A exposição crônica a estressores brandos, conhecida 
como inoculação de estresse, é um fator que contribui para a resiliência em modelos 
animais. Semelhantemente, o enriquecimento ambiental é uma manipulação que pode 
conferir resiliência a animais submetidos a modelos de depressão. O objetivo deste 
trabalho foi testar a hipótese de que o enriquecimento ambiental age como um 
inoculador de estresse. Após o desmame, os animais foram submetidos a um protocolo 
de estresse predatório leve ou enriquecimento ou não foram manipulados por 28 dias. 
Após esse período, foram dosadas as concentrações de corticosterona fecal basal e de 
corticosterona plasmática após um estresse agudo de imobilização. Também foram 
realizados os testes comportamentais de campo aberto, labirinto em cruz elevado, caixa 
claro/escuro, teste de suspensão pela cauda e splash test. O efeito dessas 
manipulações também foi testado no comportamento após estresse crônico brando e 
imprevisível (UCMS). A corticosterona plasmática dos grupos estresse predatório e 
enriquecimento não foi significativamente diferente do controle após um estresse de 
imobilização, mas foi observado um efeito protetor do estresse predatório e do 
enriquecimento contra a queda da preferência por sacarose durante o UCMS. O 
estresse predatório também protegeu contra a redução no ganho de peso durante o 
protocolo. Foi observado, ainda, um efeito ansiogênico do enriquecimento ambiental 
logo após o fim do protocolo bem como ao fim do UCMS, 5 semanas mais tarde, 
indicando efeitos negativos duradouros. Assim, apesar dos efeitos do estresse 
predatório e do enriquecimento serem similares em alguns aspectos, eles não são 
idênticos. Além disso, esse estudo sugere que o estresse predatório é uma forma ainda 
mais eficiente de conferir resiliência em comparação com o enriquecimento. 
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Stress is an important factor in the development of major depression. However, not all 
individuals who experience events of intense stress become depressed. They are called 
resilients. Chronic exposure to mild stressors, known as stress inoculation, is a 
contributing factor to resilience in animal models. Similarly, environmental enrichment 
can confer resilience to animals subjected to models of depression. The objective of this 
work was to test the hypothesis that environmental enrichment works as a stress 
inoculator. After weaning, the animals underwent either a mild predatory stress protocol 
or enrichment or absence of manipulation for 28 days. We dosed basal corticosterone in 
fecal samples and plasma corticosterone after an acute restraint stress. Animals were 
also tested on the open field, elevated plus maze, light/dark box, tail suspension test 
and splash test. The behavioral effects of these manipulations were also tested on the 
unpredictable chronic mild stress (UCMS) model of depression. Plasma corticosterone 
after the acute restraint stress was not altered on the predatory stress and enrichment 
groups when compared to the control group, but we observed that the two groups were 
protected against reduction in sucrose preference during UCMS. Predatory stress also 
protected against reduction in weight gain during the protocol. Furthermore, it was 
observed an anxiogenic effect in the enrichment group after the 28 days and at the end 
of the UCMS protocol, five weeks later, which suggests long-lasting negative effects. 
Though the effects of mild predatory stress and enrichment were similar in some 
aspects, they were not identical. In addition, this study suggests that predatory stress is 
more efficient when conferring resilience when compared to enrichment. 
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A depressão é um transtorno psiquiátrico complexo que afeta 4,4% das 
pessoas no mundo, o equivalente a 322 milhões de pessoas (WORLD HEALTH 
ORGANIZATION (2017). No Brasil, 11,5 milhões de pessoas sofrem com a doença. A 
OMS afirma que, dentre todas as causas de incapacidade, a depressão é o maior 
contribuinte, sendo responsável por 7,5% dos anos vividos em incapacidade em todo o 
mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). 
O transtorno tem origem multifatorial e o estresse tem sido apontado como uma 
das principais causas não genéticas (NESTLER et al., 2002). Entretanto, há pacientes 
diagnosticados com depressão que não vivenciaram uma situação estressante bem 
definida (NESTLER et al., 2002; VAN PRAAG, 2004). Bem como também não são 
todos os indivíduos submetidos a situações extremamente estressantes que 
desenvolvem o transtorno. Estes são denominados resilientes (RUSSO et al., 2012). 
Existem vários fatores que podem contribuir para a resiliência, tanto genéticos 
como ambientais. Dentre os fatores não genéticos está a exposição crônica a 
estressores de baixa intensidade, conhecida como inoculação de estresse (RUSSO et 
al., 2012). A inoculação foi primeiramente descrita por Levine (1957), pela observação 
de que ratos manipulados na infância demonstraram menor responsividade a um 
estresse fisiológico. A manipulação consistia em retirar o filhote do ninho, colocá-lo em 
outro compartimento e logo em seguida retorná-lo à caixa. Os animais manipulados 
ingeriram mais água e apresentaram adrenais de menor peso em comparação aos não 
manipulados após a injeção de solução de glucose 20%, indicando menor secreção de 
hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e hormônio antidiurético (ADH) e uma menor 
responsividade fisiológica dos animais manipulados em resposta ao estresse. Desde 
então, diversos trabalhos confirmaram e estenderam os achados de Levine 
(BROCKHURST et al., 2015; KATZ et al., 2009; LEE et al., 2014; LEE et al., 2016; 
LEVINE et al., 1967; LYONS et al., 1999; PARKER et al., 2004; PARKER et al., 2006). 
Em paralelo às pesquisas sobre inoculação de estresse, o enriquecimento 
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ambiental tem se destacado como uma manipulação animal que promove a resiliência 
em modelos animais de transtornos psiquiátricos como depressão, ansiedade e abuso 
de substâncias (CROFTON et al., 2015). Apesar de não existir consenso metodológico 
entre os laboratórios sobre como prover enriquecimento, a abordagem consiste 
basicamente em criar um espaço com três características principais: exercício físico, 
novidade e contato social (CROFTON et al., 2015). 
Em geral, é bem aceito que o enriquecimento ambiental tem efeitos benéficos 
para os animais. No entanto, ainda não se sabe como a manipulação gera esses efeitos 
positivos. Crofton e colaboradores (2015) sugeriram que o enriquecimento ambiental 
funciona como uma forma de inoculação, apontando que os componentes do 
enriquecimento agem como pequenos estressores diários que são adaptativos e 
inoculam os animais gerando resiliência. Apesar dessa hipótese encontrar respaldo na 
literatura, ainda não há dados sobre os efeitos comparativos do enriquecimento e da 
exposição a baixos níveis de estresse em um modelo animal de depressão.  
Dos modelos animais de depressão, o estresse crônico brando e imprevisível 
(UCMS) (WILLNER et al., 1987) é um dos modelos baseados em estresse mais 
estudados. O protocolo consiste em apresentar um ou mais estressores brandos por dia 
ao longo de 4 semanas ou mais. Alguns dos estressores utilizados são privação de 
comida e água, luzes acesas durante a fase escura, inclinação da caixa e períodos de 
cepilho molhado (WILLNER et al., 1987). O protocolo leva à redução da preferência por 
sacarose dos animais após algumas semanas, caracterizando anedonia. Apesar dos 
estressores serem brandos, a imprevisibilidade acaba elevando a intensidade a um 
nível de estresse geralmente não-adaptativo (CROFTON et al., 2015).   
Nesse contexto, uma abordagem ainda não explorada consiste em comparar 
um grupo enriquecido e um grupo submetido a níveis brandos de estresse em um 
modelo animal de depressão com a intenção de avaliar se o estresse brando é capaz 
de proteger contra os efeitos do UCMS e se as respostas são semelhantes às do grupo 
enriquecido, o que seria observado de acordo com a hipótese de que o enriquecimento 
age como inoculação de estresse.  
Assim, esperamos que o grupo enriquecido não desenvolva anedonia em 
resposta ao estresse crônico brando e imprevisível. Hipotetizamos que o grupo 
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submetido a estresse predatório leve apresente resposta comportamental similar ao 
grupo enriquecido. Também esperamos que o grupo controle tenha sua preferência por 
sacarose significativamente diminuída ao longo das semanas de UCMS. 
Adicionalmente, esperamos que o grupo controle apresente alterações em outros testes 
comportamentais após o protocolo de UCMS e que os grupos enriquecido e levemente 
estressado se mantenham semelhantes aos grupos não estressados.  
Paralelamente, esperamos que o grupo submetido a estresse predatório leve 
apresente resposta corticoide diminuída em resposta a estresse agudo por imobilização 
em comparação ao controle, assim como menor tempo de imobilidade no teste da 
suspensão pela cauda maior tempo de grooming no splash test e menores medidas de 
ansiedade no campo aberto, labirinto em cruz e caixa claro/escuro. Hipotetizamos que a 





























1.2.1 Objetivo Geral 
Compreender os efeitos do enriquecimento ambiental e da inoculação de estresse na 
resiliência a estresses agudo e crônico.  
 
1.2.2 Objetivos Específicos 
- Quantificar o nível de corticosterona plasmática após estresse agudo nos grupos 
estresse predatório leve, enriquecimento e controle; 
- Comparar o comportamento tipo-depressivo no teste de suspensão pela cauda e no 
splash test em animais enriquecidos, levemente estressados e controles; 
- Investigar o comportamento de ansiedade no teste do campo aberto, labirinto em cruz 
elevado e caixa claro/escuro em animais enriquecidos, levemente estressados e 
controles;  
- Avaliar a anedonia em animais levemente estressados, enriquecidos e controle 
submetidos ao estresse crônico brando e imprevisível; 
- Analisar o comportamento tipo-depressivo no teste de suspensão pela cauda e no 
splash test após o protocolo de estresse crônico brando e imprevisível; 
- Analisar o comportamento de ansiedade no teste do campo aberto, labirinto em cruz 
















Ainda não se conhece de que forma o enriquecimento ambiental leva aos 
efeitos positivos observados em testes que avaliam comportamento tipo-depressivo e 
tipo-ansioso. Crofton e colaboradores (2015) sugerem que o enriquecimento age como 
pequenas quantidades de estresse leve, inoculando os animais e aumentando sua 
capacidade adaptativa. Também não se sabe com clareza os efeitos da inoculação de 
estresse e do enriquecimento num modelo animal de depressão. Assim, o objetivo 
deste trabalho é testar a hipótese de que o enriquecimento age como um estressor 
leve, inoculando os animais. Estudar manipulações que levam ao desenvolvimento de 
resiliência em modelos animais pode levar à maior compreensão dos mecanismos 
pelos quais elas agem e assim levar ao desenvolvimento de terapias tanto 


























2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 DEPRESSÃO MAIOR 
 
Segundo a OMS (2017, p. 7), “transtornos depressivos são caracterizados por 
tristeza, perda de interesse ou prazer, sentimento de culpa ou baixa auto-estima, 
alterações no sono ou apetite, cansaço e baixa concentração”. Também segundo a 
OMS, 788 mil pessoas morreram por suicídio no ano de 2015, sendo que a depressão é 
um dos maiores contribuintes para essa causa de morte. 
A depressão maior tem origem multifatorial, tanto genética como ambiental, 
sendo que dentre os fatores ambientais o estresse se destaca (NESTLER et al., 2002). 
De acordo com o relatório da OMS de 2017, os riscos para o desenvolvimento de 
depressão incluem pobreza, desemprego e eventos como a morte de um familiar, 
quebras de relacionamento, doença física e problemas relacionados ao abuso de álcool 
e drogas. Entretanto, não é necessário que o indivíduo vivencie uma dessas situações 
estressantes para desenvolver o transtorno. Há pacientes com diagnóstico de 
depressão sem a presença de um fator estressante bem delimitado (NESTLER et al., 
2002; VAN PRAAG, 2004). Assim como também não são todos os indivíduos 
submetidos a essas ou outras situações estressantes que desenvolvem o transtorno. 
Estes são denominados resilientes. A resiliência tem sido bastante estudada em 
modelos animais (RUSSO et al., 2012), associada às experiências na fase neonatal e 
infância.  
 
2.2 INOCULAÇÃO DE ESTRESSE 
 
A inoculação de estresse é uma manipulação que consiste na exposição 
crônica a estressores de baixa intensidade, e é um dos fatores que contribuem para a 
resiliência (RUSSO et al., 2012). O termo é emprestado da imunologia, pois assim 
como uma vacina, em que um patógeno morto ou enfraquecido é capaz de gerar uma 
resposta imune e proteger o organismo contra o patógeno em si, a exposição a 
pequenas quantidades de estresse prepara o organismo para suportar estressores 
futuros (ASHOKAN et al., 2016). A inoculação começou a ser estudada por Seymour 
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Levine na década de 1950, intrigado pela teoria freudiana de que um trauma vivenciado 
na infância tem efeitos duradouros sobre a personalidade do adulto (STERN et al., 
2010). Ao contrário da teoria de Freud, Levine (1957) observou que ratos brevemente 
separados de suas mães na infância demonstraram menor responsividade a um 
estresse fisiológico. Os animais foram injetados com solução de glicose 20% e, após 
uma restrição alimentar e hídrica de 24h tiveram novamente acesso à água. Foram 
avaliados ingestão de água e o peso das adrenais após sacrifício. Os animais 
manipulados apresentaram menores adrenais em comparação aos não manipulados, 
indicando menor secreção de ACTH, e tomaram mais água, provavelmente por uma 
menor produção de ADH. Ambos os resultados sugerem uma menor reatividade 
fisiológica dos animais manipulados em resposta ao estresse.  
Em 1967, Levine também demonstrou os efeitos comportamentais da 
inoculação. Os animais foram submetidos ao mesmo protocolo de manipulação do 
trabalho de 1957, ou seja, do dia pós natal 1 (DPN 1) até DPN 20 os filhotes eram 
separados da mãe e alocados individualmente por 3 minutos, uma vez ao dia. Os 
animais manipulados apresentaram menor taxa de defecação e maior atividade no 
campo aberto em comparação aos não manipulados, medidas relacionadas à baixa 
emocionalidade. Levine também demonstrou que os animais manipulados 
apresentaram menores níveis de corticosterona plasmática após serem submetidos ao 
campo aberto, também sugerindo que os animais manipulados são menos responsivos 
a uma situação de novidade. 
Em seguida, demonstrou-se que macacos expostos a breves separações 
maternas apresentaram menores níveis de cortisol e menores intensidade e frequência 
de chamado materno durante separações maternas posteriores comparados com 
macacos que nunca haviam sido separados de suas mães (LYONS et al., 1999). Outro 
estudo em macacos confirmou esses achados: macacos jovens designados para a 
condição de estresse por breves isolamentos sociais demonstraram menor 
comportamento de ansiedade em um novo ambiente (PARKER et al., 2004) e menor 
reatividade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) em resposta a um estresse de 




Em humanos, a inoculação é usada como terapia cognitivo-comportamental 
principalmente em pessoas que trabalham em ambientes onde ocorre exposição 
constante a estresse intenso, como equipes médicas, militares, policias e bombeiros 
(SAUNDERS et al., 1996). É baseada na terapia de exposição, que consiste em 
incentivar a confrontação pela criação de imagens mentais envolvendo situações 
estressantes de diferentes níveis, e encoraja a interação com estressores reais 
(MCNALLY, 2007). Também já foi demonstrado que crianças expostas a pequenos 
níveis de estresse apresentam níveis menores de ansiedade na vida adulta (EDGE et 
al., 2009).  
Mais recentemente, a inoculação de estresse foi modelada em camundongos 
por Brockhurst et al. (2015). Camundongos C57BL/6 foram randomizados para o grupo 
controle ou para exposições intermitentes de 15 minutos a camundongos Swiss 
reprodutores aposentados. Os pesquisadores observaram que o grupo de 
camundongos inoculado apresentou uma menor concentração de corticosterona 
plasmática após estresse agudo por imobilização em comparação com o grupo não 
inoculado. Além disso, o grupo inoculado apresentou menor tempo de imobilidade no 
teste de suspensão pela cauda e menor tempo de freezing no campo aberto em 
comparação com o controle não inoculado. 
Trabalhos subsequentes continuam demonstrando os efeitos positivos da 
inoculação de estresse em diversos modelos animais. (KATZ et al., 2009; LEE et al., 
2014; LEE et al., 2016; LYONS, 2009; LYONS et al., 2010; LYONS; PARKER, 2007). 
Assim, um grande escopo de referências na literatura demonstra que a 
exposição a estressores de baixa intensidade podem promover a resiliência e melhorar 
performance em face de adversidades futuras, principalmente quando aplicados em 
fases de maturação do sistema nervoso central e grande neuroplasticidade.   
 
2.3 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL 
 
O enriquecimento ambiental é uma abordagem comumente utilizada e que 
promove a resiliência em modelos animais de transtornos psiquiátricos como 
depressão, ansiedade e abuso de substâncias (CROFTON et al., 2015).  
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Até agora, os laboratórios que estudam os efeitos do enriquecimento não 
chegaram a uma metodologia padronizada para prover um ambiente enriquecido. Ainda 
assim, a abordagem consiste basicamente em criar um espaço onde os animais 
possam se exercitar, ser apresentados constantemente à novidade e ter contato social. 
Também é aceito que uma das principais características do enriquecimento é que ele 
produza um benefício geral para o organismo (CROFTON et al., 2015). 
 Alguns trabalhos mostraram um efeito tipo-antidepressivo do enriquecimento 
ambiental em ratos. Brenes et al. (2008) e Hajheidari et al. (2015) observaram menor 
tempo de imobilidade no nado forçado em ratos criados em ambiente enriquecido em 
comparação com ratos controle. Similarmente, o estudo de Brenes Sáenz et al. (2006) 
demonstrou um maior consumo de sacarose no teste da preferência por sacarose e 
menor tempo de imobilidade na natação forçada em ratos enriquecidos em comparação 
com as condições isolada e padrão.  
Em camundongos, Lehmann e Herkenham (2011) mostraram que 
camundongos enriquecidos e posteriormente submetidos ao protocolo de derrota social 
passaram menos tempo imóveis no teste de suspensão pela cauda e natação forçada 
em comparação com os grupos não enriquecidos. Além disso, no teste da natação 
forçada, o tempo de imobilidade do grupo enriquecimento-derrota social se assemelhou 
ao dos grupos não submetidos à derrota, sugerindo que o grupo enriquecido apresenta 
um fenótipo resiliente. 
Com relação ao comportamento tipo-ansioso, os dados são mais controversos, 
mas vários estudos relataram que ratos e camundongos enriquecidos passaram mais 
tempo nos braços abertos do labirinto em cruz elevado (FRISKE; GAMMIE, 2005;  
HAJHEIDARI et al., 2015; LEAL-GALÍCIA et al., 2007). Leal-Galícia (2007) também 
observou que os ratos enriquecidos exploraram mais o campo aberto, outra medida de 
ansiedade reduzida. 
 
2.4 ENRIQUECIMENTO COMO INOCULAÇÃO 
 
Crofton e colaboradores propuseram em 2015 que o enriquecimento ambiental 
tem seus efeitos benéficos porque age como uma forma de inoculação. O trabalho 
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sugere que os componentes do enriquecimento agem como pequenos estressores 
diários que são adaptativos e inoculam os animais, gerando fenótipos pré-clínicos de 
resiliência a depressão, ansiedade e adição.  
Uma observação que dá suporte a essa hipótese é a de que várias respostas e 
características são encontradas tanto em animais que passaram repetidamente por 
estressores brandos como em animais enriquecidos. Por exemplo, animais submetidos 
a estresse crônico leve apresentam resposta de elevação de corticosterona diminuída a 
estressores subsequentes (BARNUM et al., 2007; BROCKHURST et al., 2015; 
MAGARIÑOS; MCEWEN, 1995; e NATELSON et al., 1988), assim como o 
enriquecimento leva a uma diminuição da resposta corticoide em animais submetidos a 
estresse (SKWARA et al., 2012). Exposição repetida a estressores brandos também 
reduz a secreção de ACTH e adrenalina (GADEK-MICHALSKA; BUGAJSKI, 2003; 
KVETNANSKY et al., 2009);  assim, como o enriquecimento (MONCEK et al., 2004; 
SKWARA et al., 2012). Além disso, ambas as manipulações produzem diminuição de 
peso corporal nos animais (HARRIS et al., 2004; PEÑA et al., 2009).  
No entanto, ainda não há dados sobre os efeitos comparativos do 
enriquecimento e da exposição a baixos níveis de estresse em um modelo animal de 
depressão. Os efeitos benéficos do enriquecimento já foram demonstrados em modelos 
de depressão, revertendo efeitos deletérios da memória e aprendizado (HUTCHINSON 
et al., 2012) e prevenindo o surgimento de comportamento tipo-depressivo (ZANCA et 
al., 2015), mas ainda não há dados mostrando os efeitos da inoculação. 
 
2.5 ESTRESSE CRÔNICO BRANDO E IMPREVISÍVEL 
 
Dentre os modelos animais de depressão que usam o estresse como fator 
causal, o estresse crônico brando e imprevisível (UCMS), desenvolvido inicialmente por 
Willner et al. (1987), é um dos mais estudados. O protocolo se baseia na apresentação 
de um ou dois estressores brandos por dia ao longo de 4 semanas ou mais, se 
necessário. Alguns dos estressores utilizados são: privação de comida e água, luzes 
acesas durante a fase escura, inclinação da caixa e períodos de cepilho molhado 
(WILLNER et al., 1987). O protocolo é bem conhecido por induzir anedonia nos animais 
20 
 
após algumas semanas, com redução da preferência por sacarose em pelo menos 
20%. Apesar dos estressores serem leves, a característica imprevisível de sua 
apresentação acaba elevando a intensidade a um nível maior e geralmente não-
adaptativo (CROFTON et al., 2015). É um modelo com alta validade de constructo, pois 
compartilha um fator causal da depressão em humanos: o estresse. Além disso, induz 
ou predispõe a alterações vistas como comorbidades em pacientes depressivos, como 
aumento do comportamento de ansiedade (D’AQUILA et al., 1994), lesão gástrica 
(NASSAR et al., 2011), intolerância à glicose (PAN et al., 2013) e alterações 
neurobiológicas como a redução dos níveis de fator neurotrófico derivado do encéfalo 
(BDNF), baixos tanto no hipocampo de roedores submetidos a UCMS (SONG et al., 
2006) e em soro de pacientes deprimidos (SHIMIZU et al., 2003).  
A literatura não é muito ampla sobre os efeitos do enriquecimento ambiental 
sobre o estresse crônico brando e imprevisível. Vega-Rivera et al. (2016) demonstraram 
recentemente que o enriquecimento tem efeitos benéficos em camundongos 
submetidos ao protocolo. O enriquecimento preveniu a redução da preferência por 
sacarose em comparação com o grupo não-enriquecido submetido a estresse. Além 
disso, a preferência na semana 4 foi semelhante à dos grupos não submetidos a 
estresse. Os camundongos enriquecidos também apresentaram menor tempo de 
imobilidade no teste da natação forçada, apesar de terem níveis semelhantes de 
corticosterona plasmática. 
Assim, esperamos contribuir para o entendimento dos efeitos da inoculação de 
estresse e do enriquecimento ambiental num modelo animal de depressão e para a 
melhor compreensão dos paralelos entre as duas manipulações. Esperamos que ao fim 
do UCMS os animais do grupo enriquecido e estresse predatório leve tenham uma 
preferência significativamente mais alta em comparação ao grupo controle submetido 

















Foram utilizados 120 camundongos Swiss machos com 21 dias de idade 
fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do Paraná (UFPR). Os animais foram 
mantidos no próprio biotério, em salas com temperatura controlada (22 ºC ± 2 ºC) em 
ciclo claro/escuro de 12h (luzes acesas às 7h e apagadas às 19h). O grupo enriquecido 
foi alocado em gaiolas de 41 x 34 x 16 cm com 4-5 animais por gaiola, enquanto os 
grupos estresse leve e controle foram alocados em grupos de 4-5 animais em gaiolas 
de 28 x 17 x 14 cm. Durante o protocolo de estresse crônico brando imprevisível os 
animais foram mantidos isolados em caixas de 28 x 17 x 14 cm. Todas as caixas tinham 
cepilho como forro. Água e ração estiveram disponíveis à vontade durante a maior parte 
do protocolo.  
Os experimentos foram realizados de acordo com as recomendações da 
Universidade Federal do Paraná e foram submetidos ao Comitê de Ética para o Uso de 
Animais do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná (protocolo 
aprovado nº 1084). 
 
3.2 MANIPULAÇÕES NA INFÂNCIA 
 
3.2.1 Estresse predatório 
 
A exposição por 21 dias, de forma intermitente, dia sim, dia não, a 
camundongos reprodutores experientes, porém já aposentados, levou animais mais 
jovens a apresentarem redução da secreção de corticosterona quando imobilizados em 
contensores, além de reduzir o tempo de imobilidade no teste de suspensão pela cauda 
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(BROCKHURST et al., 2015). Pela indisponibilidade de utilizar camundongos 
reprodutores, adaptamos o protocolo de estresse social de Brockhurst (2015) para um 
protocolo de estresse predatório, utilizado por outros autores (BURGADO et al., 2014; 
CALVO-TORRENT et al., 1999). 
Os animais do grupo experimental foram expostos individualmente a ratos 
Wistar machos durante 15 minutos, separados por uma tela, em uma gaiola 
previamente ocupada apenas pelo rato (FIGURA 1). As exposições ocorreram toda 
segunda, quarta e sexta-feira por 28 dias, totalizando 12 exposições. 
 
Figura 1. Exemplo de caixa onde ocorreram as exposições a estresse predatório. 
 
3.2.2 Enriquecimento ambiental  
 
Apesar de não existir consenso metodológico entre os laboratórios, o 
procedimento de enriquecimento mais comum envolve criar os animais em gaiolas 
espaçosas, com objetos novos e contato social. Este protocolo fornece os 3 aspectos 
chave do enriquecimento: novidade, contato social e exercício físico (CROFTON et al., 
2015).  
Os animais do grupo enriquecido foram agrupados em 5 e alojados em gaiolas 
maiores, de 41 x 34 x 16 cm, com tampas altas, por 28 dias. A caixa continha algodão, 
uma roda de atividade para camundongos e objetos de diversos tamanhos, formas e 
cores, incluindo tubos/abrigos, os quais foram rearranjados três vezes por semana para 




Figura 2. Exemplo da caixa de enriquecimento ambiental. 
 
3.3 ESTRESSE DE IMOBILIZAÇÃO  
 
O estudo de Brockhurst et al. (2015) demonstrou que uma sessão de 
imobilização de 15 minutos foi suficiente para observar aumento na secreção de 
corticosterona significativamente menor nos animais submetidos à inoculação.  
Os animais passaram por uma sessão de 15 minutos de imobilização em 
falcons de 50 ml perfurados para permitir a circulação de ar e foram decapitados 5 
minutos após o fim da sessão para coleta de sangue para dosagem de corticosterona.  
 
3.4 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA 
 
A dosagem de corticosterona foi feita em 1 ml de sangue coletado por 
decapitação após o estresse de imobilização e em amostras de fezes coletadas ao fim 
do protocolo de estresse na infância. As fezes foram coletadas das caixas-moradia 
onde os animais estavam agrupados 24 horas após a troca de caixas. A quantificação 
foi feita pelo método de ELISA utilizando anticorpos anti-corticosterona conjugados com 
a peroxidase HRP. O procedimento foi realizado pelo laboratório da Profª Rosana 
Nogueira de Moraes do Departamento de Fisiologia da UFPR. Os animais selecionados 
para dosagem do hormônio sérico foram retirados dos grupos estresse predatório leve, 
enriquecimento e controle, mas não passaram pelos testes comportamentais para evitar 
interferências dos aspectos estressantes dos testes. A decapitação foi feita 5 min após 




3.5 ESTRESSE CRÔNICO BRANDO E IMPREVISÍVEL  
 
O estresse crônico brando e imprevisível (UCMS) desenvolvido por Willner et al 
(1987) é um modelo de depressão cuja principal característica é modelar a anedonia, 
medida pela redução da responsividade a recompensa pelo teste da preferência por 
sacarose. O protocolo consiste na administração de pequenos estressores em ordem 
imprevisível, para evitar habituação. 
Neste trabalho, o UCMS foi utilizado para comparar os efeitos do 
enriquecimento e da exposição a estresse predatório leve na infância sobre o 
surgimento de comportamento tipo-depressivo durante estresse crônico. O 
procedimento realizado foi uma adaptação do protocolo utilizado por Casarotto e 
Andreatini (2007). Os estressores foram aplicados individualmente ou combinados, num 
total de 5 semanas.  
Os estressores aplicados foram:  
- Caixa com cepilho úmido por 8h 
- Caixa sem cepilho por 8h 
- Lâmina de água com 7 mm de profundidade por 1h 
- Privação de água por 16 h 
- Privação de água por 16h seguida de exposição a uma garrafa vazia por 2h 
- Privação de ração por 16 h 
- Privação de ração por 16h seguida de exposição a um pellet de ração por 1h 
- Luz acesa à noite 
- Luz apagada durante o dia 
- Caixa com inclinação de 45º por 16 h 
- Imobilização por 2h 
 
 




3.6.1 Preferência por sacarose 
 
O teste de preferência por sacarose é de grande utilidade para observar 
anedonia em modelos animais de depressão baseados em estresse (EAGLE; MAZEI-
ROSINSON, 2016). Roedores têm uma preferência natural por soluções e alimentos 
doces, a qual é reduzida durante protocolos de estresse crônico e revertida por 
tratamento crônico com antidepressivos (WILLNER et al., 1992). 
Para o teste da preferência por sacarose, os animais foram inicialmente 
habituados com solução de sacarose 2%. A habituação ocorreu por 72h, sendo que nos 
dois primeiros dias os animais foram mantidos agrupados e tiveram acesso apenas à 
garrafa com solução de sacarose. No terceiro dia foram isolados e expostos a uma 
garrafa com água de torneira e outra com a solução. O teste consiste em apresentar 
aos animais uma garrafa com água e outra com solução de sacarose, previamente 
pesadas, por 24h. Após esse período as garrafas são novamente pesadas para 
avaliação do consumo. A preferência é expressa em porcentagem de solução de 
sacarose consumida em relação à ingestão total de líquido. 
 
3.6.2 Campo aberto 
 
O campo aberto consiste em uma arena grande na qual o rato ou camundongo 
pode explorar livremente. É usado tanto como medida geral de locomoção, como de 
exploração em um ambiente novo e de ansiedade. Roedores tipicamente passam 
menos tempo explorando a área central desprotegida em comparação com a periferia 
da arena (BAILEY; CRAWLEY, 2009), sendo que drogas ansiolíticas reduzem medidas 
de ansiedade observadas no teste como o tempo de exploração na periferia (Gogas et 
al., 2007). 
Os animais foram colocados no centro de uma arena de plástico azul escuro 
redonda com 60 cm de diâmetro. O teste teve duração de 10 minutos. A análise dos 
dados foi feita com o software SMART 3.0 Panlab (Smart Junior), com o qual a arena foi 
subdividida manualmente em centro e periferia. Os parâmetros avaliados incluíram 
distância total, entradas na periferia e no centro, tempo e distância percorrida no centro 
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e na periferia, latência para deixar a área central e quantidade de bolos fecais 
produzidas durante o teste. 
 
3.6.3 Suspensão pela cauda 
 
O teste de suspensão pela cauda é um teste utilizado em camundongos para 
avaliar efeito de drogas antidepressivas e outras manipulações que podem afetar 
comportamento do tipo depressivo (CAN et al., 2011). Os animais são suspensos pela 
cauda, presos por uma fita a uma superfície de forma que não possam escapar ou se 
segurar em superfícies próximas. O teste consistiu em uma sessão de 6 minutos em 
que a latência para imobilidade, imobilidade total e a imobilidade nos últimos 4 minutos 
foi avaliada. 
 
3.6.4 Splash test 
 
O splash test é uma medida de comportamento tipo-depressivo e se baseia no 
comportamento natural de roedores iniciarem comportamento de grooming para 
manutenção da higiene (KALUEFF et al., 2016). Observa-se que animais submetidos a 
estresse crônico apresentam uma redução do autocuidado, medido subjetivamente pela 
avaliação do estado de limpeza do pelo em diferentes regiões do corpo (CULIG et al., 
2017). Após espirrar uma solução concentrada de sacarose, os roedores naturalmente 
iniciam grooming para limpeza do pelo, sendo que o estresse crônico geralmente leva à 
diminuição da frequência de grooming (FRISBEE et al., 2015; SURGET et al., 2008) e 
antidepressivos levam a diminuição da latência para iniciar grooming e aumentam 
duração total de grooming (SANTARELLI et al., 2003). Sacarose é a solução de 
escolha por sua viscosidade e por não ser aversiva para o paladar. 
Os animais foram isolados em caixas separadas e ambientaram ao espaço por 
no mínimo 1 hora. O teste consistiu em espirrar uma solução de sacarose 10% no dorso 
dos animais até que o pelo ficasse molhado e o comportamento foi gravado por 5 




3.6.5 Labirinto em cruz elevado 
 
O teste do labirinto em cruz elevado tem o objetivo de medir comportamento 
tipo-ansioso em ratos e camundongos e é baseado na aversão natural de roedores a 
espaços abertos e altos. O teste é capaz de medir os efeitos tanto de agentes 
ansiolíticos como ansiogênicos (LISTER, 1987).  
O labirinto é constituído por 2 braços fechados (30 x 5 x 15 cm) com o teto 
aberto e 2 braços abertos (30 x 5 cm) com borda de 0,5 cm, sendo que todo o aparato é 
elevado do chão a uma altura de 50 cm. Os dois principais índices de ansiedade são o 
número de entradas nos braços abertos, expresso como porcentagem do total de 
entradas nos braços, e tempo gasto no braço aberto, expresso como porcentagem do 
tempo passado nos braços abertos e fechados. Medidas etológicas também são 
coletadas, como frequência de avaliação de risco (esticar o corpo em direção ao braço 
aberto) e frequência de mergulho de cabeça (movimento feito com a cabeça para baixo 
dos braços aberto, em direção ao chão). Os animais foram colocados no centro da 
plataforma, voltados para o braço fechado e o tempo total de teste foi de 5 min. 
 
3.6.7 Caixa claro/escuro 
 
O teste da caixa claro/escuro é baseado no conflito apresentado por roedores 
noturnos entre o comportamento clássico de exploração de ambientes novos e sua 
aversão inata a espaços abertos e claros (BOURIN; HASCOËT, 2003). O teste foi 
inicialmente desenvolvido por Crawley e Goodwin (1980) como um modelo para 
avaliação do efeito ansiolítico de drogas, pela observação de que benzodiazepínicos 
facilitavam o comportamento exploratório em uma caixa com uma arena aberta e 
iluminada ocupando dois terços do espaço total e outra fechada e escura, ocupando o 
outro terço da caixa e separados por uma pequena abertura.  
O aparato utilizado nestes experimentos consistiu em uma caixa de acrílico de 
tamanho 73 x 28 x 30 cm, sendo o comprimento da arena clara 58 cm e da arena 
escura 15 cm. A divisória entre as duas arenas possui uma pequena abertura de 4 x 4 
cm. O animal foi inicialmente colocado na arena clara voltado para a parede onde se 
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encontrava a abertura. Os parâmetros avaliados foram: latência para passar da arena 
clara para a escura, número de trocas entre arenas, tempo gasto na arena clara, tempo 
gasto na arena escura e frequência de rearing na arena clara. O tempo total de teste foi 
de 5 minutos.  
 
3.7 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
3.7.1. Experimento 1 
 
Para avaliar os efeitos comportamentais do estresse predatório e do 
enriquecimento e verificar se essas manipulações levam a uma secreção diminuída de 
corticosterona após o estresse agudo por imobilização, os animais foram divididos em 3 
grupos: estresse predatório leve, enriquecimento e controle.  
Logo após o desmame, no DPN 21, o grupo estresse predatório foi exposto ao 
estressor no decorrer de 28 dias, como já detalhado anteriormente. Durante esse 
mesmo período, o grupo enriquecido foi exposto ao protocolo de enriquecimento. O 
grupo controle foi mantido sem manipulações exceto pelas trocas de caixas semanais. 
Ao final dos 28 dias, foram coletadas fezes das caixas moradia um e dois dias 
após o fim dos protocolos. Na sexta-feira ocorreu a troca de caixas, a última exposição 
ao estresse e a última troca de objetos do enriquecimento. No sábado foram coletadas 
fezes de todas as caixas e os animais foram alocados em caixas limpas. No domingo, 
ocorreu nova coleta de fezes e troca de caixas.  
Em seguida, os animais foram divididos, sendo metade de cada grupo para os 
testes comportamentais e outra metade para a avaliação de corticosterona plasmática 
pós-estresse agudo de imobilização. Assim, na semana após os 28 dias de 
manipulações na infância parte dos animais foram testados no splash test, campo 
aberto, teste de suspensão pela cauda (TST), caixa claro/escuro e labirinto em cruz 
elevado e parte passou pela imobilização e decapitação para coleta de sangue e futura 
dosagem de corticosterona. Durante a semana de testes comportamentais, os animais 
enriquecidos foram mantidos nas caixas com os objetos e a roda de atividade para 
evitar possíveis efeitos negativos da retirada do enriquecimento (SMITH et al., 2017). A 






Figura 3. Efeitos do enriquecimento e estresse predatório sobre o comportamento e sobre a secreção de 
corticosterona pós estresse agudo de imobilização. 
 
3.7.2. Experimento 2  
 
Uma vez caracterizados os efeitos comportamentais do estresse predatório leve 
e do enriquecimento sobre um estresse agudo por imobilização, o efeito dessas 
mesmas manipulações sobre o estresse crônico brando e imprevisível foi avaliado. 
No DPN 21 os animais foram novamente divididos nos 3 grupos experimentais: 
estresse predatório leve, enriquecimento e controle. Ao fim dos 28 dias, os animais 
foram isolados e tiveram a preferência por sacarose avaliada. Em seguida, cada grupo 
foi randomizado em dois subgrupos: UCMS e controle não estressado. No dia seguinte 
à realização da preferência por sacarose, o protocolo de UCMS teve início. Todos os 
animais tiveram sua preferência por sacarose avaliada semanalmente e ao fim de 5 





Figura 4. Efeitos do estresse predatório e enriquecimento sobre a resiliência a modelo de depressão.  
 
3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A análise dos dados do primeiro experimento foi feita por ANOVA de uma via 
seguida do post hoc de Newman-Keuls e pelo teste de Kruskal-Wallis para dados não 
paramétricos. No segundo experimento as análises foram feitas por ANOVA de duas 
vias seguida do post hoc de Newman-Keuls ou de ANOVA de medidas repetidas 
seguida do post hoc LSD de Fisher. O post hoc LSD de Fisher foi utilizado devido ao 
grande número de comparações que não são de interesse na ANOVA de medidas 




4.1 EXPERIMENTO 1 
 
4.1.1 Campo aberto 
 
Na bateria de testes comportamentais realizada logo ao fim dos 28 dias de 
estresse predatório e enriquecimento ambiental foi observado um aumento significativo 
na distância total percorrida pelo grupo estresse (F(2,26)=7,74; p=0,0023), bem como na 
distância percorrida na periferia (F(2,26)=8,03; p=0,0019) (FIGURA 5A e 5B). Não houve 
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diferença entre os grupos quanto a distância no centro (F(2,26)=2,61; p=0,093) ou tempo 
no centro (F(2,26)=1,23; p=0,31) (FIGURA 5C e 5D). Também não houve diferença 
significativa para a quantidade de bolos fecais produzidos durante 10 minutos de teste 
(H(2,29)=4,72; p=0,09) (FIGURA 5E). 
 
 
Figura 5. Efeito do estresse predatório e enriquecimento ambiental na infância sobre distância total 
percorrida no teste de campo aberto (A), distância percorrida na periferia (B), distância percorrida no 
centro (C), tempo passado no centro (D) e quantidade de bolos fecais após 10 minutos de teste (E). As 
barras representam as médias ± erro padrão da média (E.P.M.). Os dados dos gráficos A, B C e D foram 
analisados por ANOVA de uma via seguida do post hoc de Newman-Keuls. Dados do gráfico E foram 
analisados com o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. **p≤0,01 em comparação com ambos os 
grupos. n(controle)=10; n(estresse)=9; n(enriquecimento)=10. 
 
4.1.2 Suspensão pela cauda 
 
No teste de suspensão pela cauda não foi observada diferença para latência 
para imobilidade (F(2,26)=0,95; p=0,40), imobilidade nos seis minutos totais de teste 
(F(2,26)=0,76; p=0,48), nem para imobilidade nos últimos 4 minutos de teste (F(2,26)=0,60; 





Figura 6. Efeito do estresse predatório e enriquecimento na infância sobre latência para imobilidade (A), 
imobilidade total (B) e imobilidade nos últimos 4 minutos do teste de suspensão pela cauda (C). As barras 
representam as médias ± erro padrão da média (E.P.M.). Os dados foram analisados por ANOVA de uma 
via seguida do post hoc de Newman-Keuls. n(controle)=10; n(stress)=9; n(enriquecimento)=10. 
 
4.1.3 Splash test 
 
Similarmente, no splash test não foi encontrada diferença significativa entre os 
grupos para latência para grooming (F(2,26)=1,46; p=0,25) ou para duração de grooming 
(F(2,26)=0,49; p=0,62) (FIGURA 7). 
 
Figura 7. Efeito do estresse predatório e enriquecimento na infância sobre latência para início de 
comportamento de grooming (A) e duração total de grooming (B) no splash test. As barras representam 
as médias ± erro padrão da média (E.P.M.). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida 
do post hoc de Newman-Keuls. n(controle)=10; n(estresse)=9; n(enriquecimento)=10. 
 
4.1.4 Labirinto em cruz elevado 
 
No labirinto em cruz elevado, foi detectada uma tendência para diminuição da 
33 
 
porcentagem de tempo passada no braço aberto para os animais do enriquecimento 
(F(2,25)=3,27; p=0,055) (FIGURA 8A). O post hoc de Newman-Keuls detectou uma 
diferença significativa entre os grupos controle e enriquecimento (p=0,04). Também 
houve diminuição significativa na porcentagem de entradas nos braços abertos 
realizadas pelo grupo enriquecimento (F(2,25)=3,73; p=0,04) (FIGURA 8B). Essa 
diferença foi observada tanto em comparação com o grupo estresse (p=0,05) como com 
o grupo controle (p=0,04). Não houve diferença quanto ao comportamento de avaliação 
de risco (H(2.28)=0,83; p=0,67) (FIGURA 8C), mas o grupo enriquecimento realizou 




Figura 8. Efeito do estresse predatório e enriquecimento na infância sobre a porcentagem de tempo nos 
braços abertos sobre a soma do tempo nos braços abertos e fechados (A), porcentagem de entradas nos 
braços abertos sobre total de entradas (B), frequência de avaliação de risco (C) e frequência de mergulho 
de cabeça (D). As barras representam as médias ± erro padrão da média (E.P.M.). Os dados dos gráficos 
A e B foram analisados por ANOVA de uma via seguida do post hoc de Newman-Keuls. Dados dos 
gráficos C e D analisados com o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. *p≤0,05 em comparação com 
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ambos os grupos onde não indicado. n(controle)=10; n(estresse)=9; n(enriquecimento)=10. 
 
4.1.5 Caixa claro/escuro 
 
Na caixa claro/escuro não foi observada diferença entre os grupo para tempo no 
claro (F(2,26)=2,33; p=0,12) e latência para passar da arena clara para a arena escura 
(F(2,26)=0,93; p=0,41) (FIGURA 9A e 9B). O número de trocas entre arenas foi 
significativamente menor para o grupo enriquecimento (F(2,26)=7,97; p=0,002), tanto em 
comparação com o grupo estresse (p=0,001) como com o grupo controle (p=0,02) 
(FIGURA 9C).  
 
 
Figura 9. Efeito do estresse predatório e enriquecimento na infância sobre tempo na arena clara da caixa 
claro/escuro (A), latência para passar para arena escura (B) e número de trocas entre arenas (C). As 
barras representam as médias ± erro padrão da média (E.P.M.). Os dados foram analisados por ANOVA 
de uma via seguida do post hoc de Newman-Keuls. **p≤0,01 em comparação com ambos os grupos. 
n(controle)=10; n(estresse)=9; n(enriquecimento)=10. 
 
4.1.6 Corticosterona  
 
Não houve diferença entre os grupos nos níveis de corticosterona sérica 5 
minutos após o estresse agudo de 15 minutos de imobilização (F(2,27)=2,20; p=0,13) 
(FIGURA 10A).  
Quanto aos níveis basais de corticosterona dosada nas fezes um e dois dias 
após o último dia de estresse predatório e trocas de objeto do enriquecimento, não 
houve efeito do fator dia (F(1,9)=0,56; p=0,47), nem do fator grupo (F(2,9)=3,78; p=0,06), 
mas houve interação entre os dois fatores (F(2,9)=5,27; p=0,03) (FIGURA 10B). A 
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corticosterona fecal do grupo enriquecimento no dia 2 foi significativamente diferente 
tanto do grupo controle (p=0,03) como do grupo estresse (p=0,03) no dia 2. Além disso, 
houve uma tendência para o aumento da corticosterona do grupo enriquecimento no dia 
2 em comparação com os níveis do dia 1 (p=0,053). 
 
 
Figura 10. Corticosterona sérica 5 minutos após o fim do estresse agudo de imobilização (A) e 
corticosterona fecal um e dois dias após o último dia de estresse predatório e troca de objetos do 
enriquecimento (B). As barras representam as médias ± erro padrão da média (E.P.M.). Dados do gráfico 
A analisados por ANOVA de uma via seguida do post hoc de Newman-Keuls. Dados do gráfico B 
analisados por ANOVA de medidas repetidas seguida do post hoc de Newman-Keuls. *p≤0,05 em 
comparação com ambo os grupo no dia 2. n(cortico sérica)=10/grupo; n(cortico fecal)=4/grupo. 
 
4.2 EXPERIMENTO 2 
 
4.2.1 Preferência por sacarose 
 
Houve um efeito do fator infância para a preferência por sacarose durante o 
protocolo de UCMS (F(2.42)=4,37; p=0,02), do fator semana (F(5,210)=7,52; p≤0,001) e 
uma tendência para interação entre os fatores semana e UCMS (F(5,210)=2,22; p=0,053) 
(FIGURA 11), mas não foi detectado efeito do fator UCMS (F(1,42)=2,76; p=0,10), 
interação entre infância e UCMS (F(2,42)=0,21; p=0,81), interação entre os fatores 
semana e infância (F(10,210)=0,64; p=0,78) nem interação entre os três fatores 
(F(10,210)=0,66; p=0,76). 
Não houve diferença significativa entre as preferências basais dos três grupos 
(F(2,48)=1,07, p=0,35), indicando que as manipulações na infância não alteraram a 
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preferência por sacarose antes do início do UCMS. 
Na primeira semana, o grupo controle submetido ao UCMS teve sua preferência 
significativamente reduzida em comparação com o seu basal (p≤0,001), assim como o 
grupo estresse (p=0,04) e enriquecimento (p=0,009) (FIGURA 11). Na semana 3, o 
grupo controle-UCMS teve queda significativa na preferência em comparação com o 
basal (p=0,01), mas o mesmo não ocorreu para o grupo estresse-UCMS (p=0,11). Para 
o grupo enriquecimento-UCMS, houve tendência para a redução da preferência na 
semana 3, mas a diferença não foi significativa (p=0,06). Na semana 5, apenas o grupo 
controle-UCMS teve redução significativa da preferência em comparação com o basal 
(p=0,02), enquanto o grupo estresse-UCMS manteve a preferência similar ao basal 
(p=0,25), bem como o grupo enriquecimento-UCMS (p=0,39).  
O grupo controle-controle apresentou queda da preferência por sacarose na 
semana 1 (p=0,03), efeito não observado nos grupos estresse-controle (p=0,97) e 
enriquecimento-controle (p=0,46). Em todas as outras medidas, os grupos controles 
mantiveram suas preferências próximas ao nível basal. Adicionalmente, na semana 5 o 
grupo controle-UCMS apresentou preferência significativamente diferente do grupo 
controle-controle (p=0,002), efeito não observado para os grupos estresse (p=0,58) e 
enriquecimento (p=0,71). 
Para as semanas 2 e 4, nenhum dos grupos teve preferência significativamente 
diferente do basal.  
 
 
Figura 11. Efeitos do protocolo de UCMS sobre a preferência por sacarose dos grupos controle (A), 
estresse (B) e enriquecimento (C). As barras representam as médias ± erro padrão da média (E.P.M.). 
Dados analisado por ANOVA de medidas repetidas seguida do post hoc de Fisher LSD. O símbolo “#” 
indica diferença significativa em comparação com o basal do próprio grupo, enquanto “*” indica diferença 
significativa com o controle na mesma semana. *p≤0,05; #p≤0,05; ## p≤0,01; ### p≤0,001. n(con-con)=8; 






Houve um efeito da infância (F(2,44)=6,62; p=0,003) e do UCMS (F(1,44)=12,33; 
p=0,001) sobre o ganho de peso durante o protocolo de UCMS (FIGURA 12). Não 
houve interação entre os fatores (F(2,44)=2,57; p=0,09). O post hoc detectou uma 
diferença significativa entre o grupo controle-UCMS e estresse-controle (p=0,005) e 
estresse-UCMS (p=0,007), bem como entre o grupo enriquecimento-UCMS e estresse-
controle (p=0,002) e estresse-UCMS (p=0,005). Além disso, houve diferença 




Figura 12. Ganho de peso durante o protocolo de UCMS. As barras representam as médias ± erro padrão 
da média (E.P.M.). Dados analisados por ANOVA de duas vias seguida do post hoc de Newman-Keuls. 
**p≤0,01 em comparação com grupo enriquecimento-controle; ## p≤0,01. n(con-con)=8; n(con-ucms)=10; 
n(estresse-con)=7; n(estresse-ucms)=7; n(enriq-con)=9; n(enriq-ucms)=9. 
 
A ANOVA de medidas repetidas detectou um efeito do fator infância (F(2,44)=4,34; 
p=0,02) sobre o peso dos animais, provavelmente devido ao baixo peso dos dois 
grupos estresse na semana 2 (FIGURA 13). Nesta semana, o grupo estresse-controle 
apresentou peso estatisticamente diferente dos grupos controle-controle (p=0,01) e 
enriquecimento-controle (p=0,005) bem como o grupo estresse-UCMS dos grupos 
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controle-UCMS (p=0,003) e enriquecimento-UCMS (p=0,001). No entanto, na semana 4 
não houve diferença estatística entre estresse-controle e controle-controle (p=0,37) e 
enriquecimento-controle (p=0,68) nem entre estresse-UCMS e controle-UCMS (p=0,44) 
e enriquecimento-UCMS (p=0,36). 
 Não foi detectado efeito do UCMS (F(1,44)=0,85; p=0,36) nem interação entre os 
fatores infância e UCMS (F(2,44)=2,57; p=0,09). Houve um efeito do fator semana 
(F(4,176)=1296,75; p≤0,0001) e interação entre os fatores semana e infância 
(F(8,176)=9,124; p≤0,0001). Não houve interação entre os fatores semana e UCMS 




Figura 13. Pesos dos animais dos grupos controle (A) e UCMS (B) durante as 4 semanas de estresse 
predatório e enriquecimento a após o protocolo de UCMS. As barras representam as médias ± erro 
padrão da média (E.P.M.). Dados analisado por ANOVA de medidas repetidas seguida do post hoc de 
Newman-Keuls. **p≤0,01 em comparação com ambos os grupos na mesma semana. n(con-con)=8; 
n(con-ucms)=10; n(estresse-con)=7; n(estresse-ucms)=7; n(enriq-con)=9; n(enriq-ucms)=9. 
 
4.2.3 Campo aberto 
 
No campo aberto realizado após o protocolo de UCMS, não houve efeito da 
infância (F(2,44)=2,18; p=0,12), do UCMS (F(1,44)=2,97; p=0,09) nem interação entre os 
fatores (F(2,44)=1,31; p=0,28) para a distância total percorrida entre os grupos (FIGURA 
14A). Foi encontrado um efeito significativo do UCMS para a distância percorrida na 
periferia (F(1,44)=4,35; p=0,04), mas sem efeito da infância (F(2,44)=1,93; p=0,16) ou 
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interação entre os fatores (F(2,44)=1,58; p=0,22) (FIGURA 14B). Para distância 
percorrida no centro não houve efeito da infância (F(2,44)=1,37; p=0,26), do UCMS 
(F(1,44)=0,04; p=0,84)  ou interação entre fatores (F(2,44)=0,18; p=0,83) (FIGURA 14C). Já 
para o tempo passado no centro houve efeito do UCMS (F(1,44)=7,94; p=0,007), mas 
sem efeito da infância (F(2,44)=1,18; p=0,32) nem interação (F(2,44)=0,37; p=0,69) 
(FIGURA 14E). Houve diferença significativa na latência para sair do centro e entrar na 
periferia, com um efeito significativo do fator UCMS (F(1,44)=14,98; p≤0,001), mas sem 
efeito da infância (F(2,44)=1,01; p=0,37) ou interação (F(2,44)=1,00; p=0,37) (FIGURA 
14D). O post hoc detectou diferença significativa apenas entre os grupos controle-
controle e controle-UCMS (p=0,03), não havendo diferença no grupo estresse, 
provavelmente pela grande variabilidade no grupo controle evidenciada pelo tamanho 
da barra de erro, nem no grupo enriquecimento, por uma tendência para o grupo 
controle apresentar latência mais baixa. 
 
 
Figura 14. Efeitos do protocolo de UCMS sobre a distância total percorrida (A), distância percorrida na 
periferia (B), distância percorrida no centro (C), latência para passar do centro para a periferia (D) e 
tempo passado no centro (E) no teste de campo aberto. As barras representam as médias ± erro padrão 
da média (E.P.M.). Dados analisados por ANOVA de duas vias seguida do post hoc de Newman-Keuls. 
*p≤0,05 em comparação com grupo controle-controle. n(con-con)=8; n(con-ucms)=10; n(estresse-con)=7; 




4.2.4 Suspensão pela cauda 
 
No teste de suspensão pela cauda não houve efeito da infância (F(2,44)=0,46; 
p=0,64), do UCMS (F(1,44)=1,89; p=0,17), nem interação entre os fatores (F(2,44)=0,48; 
p=0,62) para a latência para imobilidade (FIGURA 15A). Também não foi observado 
efeito da infância (F(2,44)=1,31; p=0,28), do UCMS (F(1,44)=0,21; p=0,64) ou interação 
entre os fatores (F(2,44)=;0,003 p=0,99) para imobilidade total (FIGURA 15B) nem efeito 
da infância (F(2,44)=1,31; p=0,28), do UCMS (F(1,44)=0,38; p=0,54) ou interação entre os 
fatores (F(2,44)=0,05; p=0,95)  para imobilidade nos últimos 4 minutos (FIGURA15C). 
 
 
Figura 15. Efeitos do protocolo de UCMS sobre a latência para imobilidade (A), imobilidade total (B) e 
imobilidade nos últimos 4 minutos (C) do teste de suspensão pela cauda. As barras representam as 
médias ± erro padrão da média (E.P.M.). Os dados foram analisados por ANOVA de duas via seguida do 
post hoc de Newman-Keuls. n(con-con)=8; n(con-ucms)=10; n(estresse-con)=7; n(estresse-ucms)=7; 
n(enriq-con)=9; n(enriq-ucms)=9. 
 
4.2.5 Splash test 
 
No splash test foi detectado um efeito do UCMS tanto para latência (F(1,44)=5,11; 
p=0,03) (FIGURA 16A) como para duração de grooming (F(1,44)=8,02; p=0,007) 
(FIGURA 16B). Não foi observado efeito da infância para latência (F(2,44)=0,44; p=0,65) 
nem para duração de grooming (F(2,44)=2,20; p=0,12). Também não houve interação 





Figura 16. Efeitos do protocolo de UCMS sobre a latência para início de comportamento de grooming (A) 
e duração total de grooming (B) no splash test. As barras representam as médias ± erro padrão da média 
(E.P.M.). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do post hoc de Newman-Keuls. 
n(con-con)=8; n(con-ucms)=10; n(estresse-con)=7; n(estresse-ucms)=7; n(enriq-con)=9; n(enriq-ucms)=9. 
 
4.2.6 Labirinto em cruz elevado 
 
O labirinto em cruz elevado detectou um efeito do fator infância na porcentagem 
de tempo no braço aberto (F(2,43)=4,97; p=0,01) (FIGURA 17A), na porcentagem de 
entradas no braço aberto (F(2,43)=4,74; p=0,01) (FIGURA 17B), na frequência de 
avaliação de risco (F(2,43)=3,20; p=0,05) (FIGURA 17C) e ainda uma tendência para 
efeito na frequência de mergulho de cabeça (F(2,43)=2,88; p=0,067) (FIGURA 17D). 
Houve efeito significativo do UCMS na frequência de mergulho de cabeça (F(1,43)=;4,10; 
p=0,05), mas não na porcentagem de tempo no braço aberto (F(1,43)=0,21; p=0,65), na 
porcentagem de entradas no braço aberto (F(1,43)=0,08; p=0,78) nem na frequência de 
avaliação de risco (F(1,43)=2,35; p=0,1). Não houve interação entre os fatores para 
porcentagem de tempo no braço aberto (F(2,43)=0,74; p=0,93), porcentagem de entradas 
no braço aberto (F(2,43)=0,48; p=0,62), frequência de avaliação de risco (F(2,43)=0,06; 





Figura 17. Efeitos do protocolo de UCMS sobre a porcentagem de tempo nos braços abertos sobre a 
soma do tempo nos braços abertos e fechados do labirinto em cruz elevado (A), porcentagem de 
entradas nos braços abertos sobre total de entradas (B), frequência de avaliação de risco (C) e 
frequência de mergulho de cabeça (D). As barras representam as médias ± erro padrão da média 
(E.P.M.). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do post hoc de Newman-Keuls. 
n(con-con)=7; n(con-ucms)=10; n(estresse-con)=7; n(estresse-ucms)=7; n(enriq-con)=9; n(enriq-ucms)=9. 
 n(controle)=10; n(stress)=9; n(enriquecimento)=10. 
 
4.2.7 Caixa claro/escuro 
 
No teste da caixa claro escuro houve efeito da infância (F(2,44)=3,23; p=0,05) e do 
UCMS (F(1,44)=4,08; p=0,05), sobre o tempo passado no claro (FIGURA 18A), mas não 
houve interação entre os fatores (F(2,44)=1,52; p=0,23). Não houve diferença significativa 
na latência para passar da arena clara para a escura para o fator infância (F(2,44)=1,40; 
p=0,25), UCMS (F(1,44)=0,63; p=0,43), nem interação (F(2,44)=2,17; p=0,13)  (FIGURA 
18B). Adicionalmente, ao contrário do experimento 1, não houve efeito da infância 
(F(1,44)=1,21; p=0,31) no número de trocas entre arenas, também havendo ausência de 
efeito do fator UCMS (F(2,44)=0,05; p=0,83) e interação entre os fatores (F(2,44)=1,45; 
43 
 
p=0,25) (FIGURA 18C). 
 
 
Figura 18. Efeitos do protocolo de UCMS sobre o tempo gasto na arena clara da caixa (A), latência para 
passar para arena escura (B) e número de trocas entre arenas (C) no teste da caixa claro escuro. As 
barras representam as médias ± erro padrão da média (E.P.M.). Os dados foram analisados por ANOVA 
de duas vias seguida do post hoc de Newman-Keuls. n(con-con)=8; n(con-ucms)=10; n(estresse-con)=7; 
n(estresse-ucms)=7; n(enriq-con)=9; n(enriq-ucms)=9. 
 
5 DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
 
O objetivo deste trabalho foi comparar os efeitos do enriquecimento ambiental e 
de um estresse leve na infância sobre medidas comportamentais antes e após um 
protocolo de estresse crônico e sobre a secreção de corticosterona após um estresse 
agudo. A nossa hipótese foi que o enriquecimento age como um inoculador de 
estresse, preparando os animais para lidar com estresses mais intensos no futuro.  
 O presente estudo mostrou que o estresse predatório e o enriquecimento 
ambiental realizados na infância foram capazes de proteger contra a queda da 
preferência por sacarose em decorrência do estresse crônico brando e imprevisível. 
Nas três semanas do protocolo em que houve redução da preferência por sacarose no 
grupo controle-UCMS houve redução dos outros dois grupos em apenas uma delas, 
sugerindo que o estresse predatório e o enriquecimento são capazes de proteger contra 
os efeitos do UCMS até um certo ponto. Aparentemente, a primeira semana do 
protocolo foi a mais intensa. Porém, observamos também que na primeira semana de 
estresse a redução da preferência foi significativa inclusive no grupo controle não 
submetido ao UCMS, o que não era esperado. É possível que os animais tenham sido 
expostos a eventos estressantes fora do controle do experimentador. Em concordância 
com essa suposição, a redução ocorreu apenas no grupo controle-controle e não afetou 
os grupos estresse-controle e enriquecimento-controle, indicando que os animais 
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desses dois grupos estavam protegidos contra o fator desconhecido que levou à 
redução da preferência no grupo controle. Também observamos uma recuperação 
espontânea em todos os grupos nas semanas 2 e 4, que, apesar de não ser esperado, 
está de acordo com o estudo de Pothion et al. (2004), que observou ausência de 
diferença na preferência por sacarose entre os grupos controle e UCMS em algumas 
semanas para algumas linhagens de camundongos. 
Vários estudos que utilizam o estresse crônico brando e imprevisível observam 
redução de peso ou de ganho de peso nos animais estressados (DEVALLANCE et al., 
2017; LI et al., 2017; LIN et al., 2016; POTHION et al., 2004; ZHU et al., 2014). Em 
conformidade com esses estudos, observamos menor ganho de peso nos grupos 
controle e enriquecimento submetidos ao UCMS. No entanto, o grupo estresse 
submetido ao UCMS ganhou mais peso durante o protocolo em comparação com o 
grupo controle e enriquecimento e, além disso, não foi diferente do ganho de peso dos 
grupos controles, sugerindo que o estresse predatório preveniu contra o efeito do 
estresse crônico sobre o peso corporal. Os pesos dos grupos não foram 
estatisticamente diferentes na semana 4, logo antes do início do UCMS, mas apesar 
disso o peso do grupo estresse era um pouco menor, o que pode ser um viés para o 
ganho de peso neste grupo ter sido maior durante o UCMS. Assim, existem duas 
possibilidades: 1) os animais do grupo enriquecimento e controle já estavam com o 
peso mais estável, já tendo se aproximado de um platô de ganho de peso, evidenciado 
pela pequena diferença de peso dos animais antes do início do UCMS (grupo estresse 
com menor peso); 2) o estresse predatório realmente protegeu contra a diminuição de 
ganho de peso causada pelo estresse crônico, considerando que o grupo 
enriquecimento-controle ganhou uma quantidade significativa de peso, prevenida pelo 
UCMS e que o grupo estresse-controle não ganhou mais peso do que o grupo estresse-
UCMS, o que seria observado caso o UCMS estivesse evitando o aumento de peso 
nesse grupo. Dessa forma, é possível que o estresse realmente tenha um efeito mais 
pronunciado de proteção sobre a redução do ganho de peso do que o enriquecimento.  
Apesar do enriquecimento ter protegido contra a redução na preferência por 
sacarose, observamos um efeito ansiogênico dessa manipulação. Após os 28 dias de 
protocolo na infância, o grupo enriquecimento teve uma menor porcentagem de tempo 
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e de entradas nos braços abertos do labirinto em cruz elevado, menor frequência de 
mergulho de cabeça bem como menor número de trocas entre arenas na caixa 
claro/escuro. Um número aumentado de trocas entre arenas está associado com efeito 
ansiolítico de benzodiazepínicos, como observado por Crawley e Goodwin (1980), 
assim, uma redução nesse número em comparação com o controle pode ser 
considerada como ansiedade aumentada. Apesar da vários estudos envolvendo 
enriquecimento ambiental observarem uma redução de ansiedade em animais 
enriquecidos (FRISKE; GAMMIE, 2005; GOES et al., 2015; LEAL-GALÍCIA et al., 2007; 
SAMPEDFRO-PIQUERO et al., 2014), Kentner et al. (2017), Paez-Martinez et al., 
(2013) e Workman et al. (2011) observaram medidas aumentadas de ansiedade em 
animais enriquecidos na caixa claro/escuro, labirinto em cruz elevado e no teste de 
enterrar objetos, respectivamente. As medidas de ansiedade também foram 
encontradas aumentadas nos animais submetidos ao enriquecimento após as 5 
semanas do estresse crônico, indicando um efeito ansiogênico duradouro.   
Exceto pelas medidas de ansiedade e por um leve aumento da locomoção no 
campo aberto apresentada pelo grupo estresse predatório, não houveram alterações 
causadas pelas manipulações na infância em nenhum dos outros testes 
comportamentais. Apesar de vários estudos terem encontrado diferenças causadas 
pelo enriquecimento (BRENES et al., 2008; BRENES SÁENZ et al., 2006; MILEVA; 
BIELAJEW, 2015), o estudo de Lehmann e Herkenham (2011) não observou efeitos 
basais nas medidas de ansiedade na caixa claro/escuro, labirinto em zero elevado, e de 
depressão no nado forçado e suspensão pela cauda. Já foram observados efeitos 
negativos de um estresse predatório agudo em medidas de ansiedade (BELZUNG et 
al., 2001) e memória (EL HAGE et al., 2006). Calvo-Torrent et al. (1999) reportaram 
diminuição da preferência por sacarose e do tempo passado nos braços aberto do 
labirinto em cruz elevado em camundongos expostos a estresse predatório crônico. 
Portanto, a metodologia escolhida nesse trabalho foi adequada para que o estresse 
predatório tivesse um efeito de inoculação sem causar impactos comportamentais 
basais.  
Nosso estudo não identificou menor secreção de corticosterona após um 
estresse agudo de imobilização nos grupos estresse e enriquecimento, como era 
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esperado. É possível que a duração da imobilização tenha sido muito curta para levar 
ao aumento detectável da corticosterona ou a coleta de sangue foi feita antes que os 
níveis tenham se elevado suficientemente. Mannironi et al. (2013) e Nohara et al. 
(2016) encontraram níveis basais de corticosterona plasmática em camundongos de 
100-150 ng/ml, sendo elevados a 400 ng/ml após uma restrição de movimento de 120 e 
60 minutos, respectivamente. Semelhantemente, Brockhurst e colaboradores (2015) 
encontraram níveis basais de menos de 100 ng/ml, com a coleta realizada entre as 9 e 
10h30 da manhã. Os níveis que encontramos nos animais após a imobilização se 
assemelham aos níveis encontrados nos animais não imobilizados desses estudos, 
sugerindo que o tempo de imobilização não foi suficiente para elevar os níveis de 
corticosterona circulante. Uma das nossas limitações foi a ausência de um controle não 
imobilizado. Optamos por não realizar esse controle pois isso reduziria o n a 5 animais 
por grupo, que poderia não ser suficiente para detectar diferenças estatísticas entre os 
grupos. Outra limitação é a utilização de apenas um ponto de medida. É possível que 
as alterações na curva de secreção de corticosterona não sejam detectadas quando a 
medida ocorre em apenas um ponto. No entanto, não é possível realizar mais de uma 
coleta já que o método é por decapitação. 
Também mostramos ausência de diferença nos níveis de corticosterona em 
fezes coletadas um dia após o último dia de estresse predatório e troca de objetos do 
enriquecimento. Existem dados conflitantes na literatura sobre níveis basais de 
corticosterona em animais em ambiente enriquecido, ora encontram-se níveis mais 
altos (HUTHINSON et al., 2012; MONCEK et al., 2004; WORKMAN et al., 2011) ora 
mais baixos (BELZ et al., 2003; GURFEIN et al., 2017) e ora sem diferença (KENTNER 
et al., 2017; MCQUAID et al., 2012). Essa variabilidade pode explicar porque não houve 
diferença no primeiro dia após a troca de objetos, mas sim no segundo, apesar de que 
o esperado seria observar diferença no primeiro dia, já que a troca de caixa e objetos é 
um fator que costuma levar ao aumento dos níveis de corticosterona (MCQUAID et al., 
2012). Por outro lado, as caixas eram sempre trocadas às sextas-feiras, portanto no dia 
1 o estresse de troca de caixas era previsível. No entanto, como as caixas foram 
trocadas novamente no sábado, num dia em que os animais não estavam 
acostumados, é possível que a troca tenha sido mais estressante. Como observado por 
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McQuaid e colaboradores (2012), um aumento na corticosterona plasmática após 
exposição a uma nova caixa ocorreu apenas em animais enriquecidos. 
Em conformidade com nossos dados, efeitos ansiogênicos do UCMS já foram 
observados anteriormente (ANDRADE et al., 2013; MINEUR et al., 2006; ZHANG et al., 
2017). O protocolo de UCMS levou ao aumento de algumas medidas de ansiedade, 
como diminuição da frequência de mergulho de cabeça no labirinto em cruz elevado, 
aumento da distância percorrida na periferia do campo aberto, diminuição do tempo 
passado no centro, diminuição da latência para passar para a periferia e diminuição do 
tempo passado na arena clara da caixa claro/escuro. No entanto esses efeitos 
ocorreram para os três grupos, sem efeitos de interação, sugerindo que as 
manipulações na infância não foram capazes de proteger contra os efeitos 
ansiogênicos do UCMS.  
UCMS não teve efeito sobre o teste de suspensão pela cauda. Apesar de ser 
comum encontrar dados na literatura reportando aumento do tempo de imobilidade no 
teste (CHEN et al., 2012; SANNA et al., 2017; ZHANG et al., 2017; ZHU et al., 2014), 
um estudo por Mineur et al. (2006) mostra que existe variabilidade entre linhagens nos 
efeitos do UCMS sobre a suspensão pela cauda, sendo que nem todas apresentam 
aumento da imobilidade. Além disso, a maioria dos estudos realiza o teste logo após o 
término do UCMS ou mesmo mantém a aplicação de estressores durante os dias de 
testes comportamentais, enquanto nós realizamos o teste 4 dias após o fim do 
protocolo, podendo ter levado a uma recuperação durante esse período.  
Para o splash test, o UCMS levou a uma diminuição da latência para início de 
grooming e aumento da duração total. Esse dado não era esperado pois o UCMS está 
associado com uma diminuição da motivação para autocuidado e consequentemente 
redução do tempo de grooming (FRISBEE et al., 2015; PIATO et al., 2008). Apesar 
disso, também se conhece que o grooming tem uma associação com estresse, sendo 
que animais submetidos a um estresse agudo costumam apresentar mais grooming em 
comparação com controles não estressados (KALUEFF et al., 2016; PIRES et al., 
2013). Além disso, Pires e colaboradores (2013) observaram alterações nas transições 
e nas frequências de cada estágio de grooming de ratos privados de sono, que 
estariam associadas a um comportamento de ansiedade. A baixa qualidade dos nossos 
48 
 
vídeos não permite avaliar o grooming em detalhes, mas é possível que o UCMS tenha 
causado alterações na sua microestrutura.  
A hipótese levantada por Crofton et al (2015) de que o enriquecimento funciona 
como uma forma de inoculação de estresse não foi totalmente suportada pelos 
resultados deste trabalho. Houve efeitos semelhantes sobre a preferência por sacarose, 
indicando efeito protetor das duas manipulações, mas os resultados não foram 
idênticos. O estresse foi ainda mais efetivo em proteger contra a redução no peso 
ganho durante o UCMS. Por outro lado, as manipulações não protegeram contra os 
efeitos ansiogênicos do UCMS. O presente estudo sugere ainda que podem haver 
efeitos negativos do enriquecimento ambiental sobre a ansiedade, que inclusive podem 
perdurar por até 5 semanas após a retirada do enriquecimento. Não foram observados 
efeitos das manipulações sobre o comportamento tipo-depressivo no splash test e 
suspensão pela cauda. Além disso, o efeito sobre a secreção de corticosterona após o 
estresse agudo de imobilização foi inconclusivo e é necessário repeti-lo com um tempo 
maior de imobilização e com a presença de controles não imobilizados. 
Em conclusão, a inoculação de estresse através do estresse predatório parece 
ser a forma mais eficaz em se conferir resiliência em um modelo animal de depressão 
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